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論　文　の　内　容　の　要　旨
糖鎖修飾はタンパク質への主要な翻訳後修飾であり，各種糖転移酵素がその役割を担っている。ある一定
の糖鎖構造を形成するためには複数の糖転移酵素が秩序だって作用することが不可欠であることから，糖
転移酵素の基質認識は厳密であると考えられている。糖転移酵素の基質認識機構を詳細に解析する方法論
として組換え酵素の生化学的解析，および X 線結晶解析が有効である。糖転移酵素の組換え体を発現させ
る宿主の一つとして酵母が挙げられるが，X 線結晶構造解析における位相決定に寄与するセレノメチオニン
（SeMet）含有タンパク質の発現は困難とされている。この問題を解決すべく，本研究は SeMet 化タンパク
質生産酵母の開発とその宿主の解析を行ったものである。
まず始めに酵母特異的 N- 結合型糖鎖の形成に必須な出芽酵母の糖転移酵素 Och1p に着目し，その基質特
異性解析を行った。組換え Och1p はメタノール資化性酵母 Pichia pastoris で分泌発現させ，培養上清中から
精製した。この酵素を反応系に過剰に加えることで，1 分子のマンノースが付加した本来の反応産物，及び
これまで見出されていなかった 2 分子のマンノースが付加した産物が検出された。2 分子のマンノースが付
加した糖鎖の局所構造が共に Man-α1, 2-Man-α1, 3-Man であったことから，Och1p はこの 3 糖構造を認識し
ていると考えられたが，化学合成した Man-α1, 2-Man-α1, 3-Man 糖鎖存在下でも Och1p の糖転移活性は阻害
されなかった。よって Och1p は高マンノース型糖鎖の局所構造ではなく，糖鎖構造の全体を認識している
と考えられた。
さらに Och1p の基質認識機構を詳細に解析するために，P.pastoris による SeMet 化タンパク質生産に適し
た宿主の開発に取り組んだ。酵母は硫酸からメチオニン（Met） を合成することができることが，硫酸固定
反応が過剰に亢進することで SeMet 耐性を得た既存の変異株（saml 変異株）とは異なり，硫酸固定反応が
亢進していない新規な SeMet 耐性株を取得することが，高 SeMet 含量タンパク質の生産に必要である。
そこで SeMet 耐性株を自然変異により取得し，さらにセレン酸による二次スクリーニングを行った。セ
レン酸は硫酸のアナログ体で，細胞内に取り込まれると毒性を示すことから，硫酸固定反応が亢進した
SeMet 耐性株はセレン酸感受性を示すことが予想される。実際に SeMet 耐性株の大半はセレン酸感受性で
－ 400 －
あったが，「SeMet かつセレン酸耐性」を示す変異株として SMR-94 が単離された。SeMet 存在下で SRY-94
を培養し，ヒトリゾチーム（HLY）を発現させたところ，65% の Met 残基が SeMet に置換されていた。さ
らにこの SeMet 化 HLY の結晶はセレンの単波長異常散乱法による位相決定が可能であった。
次に SeMet 耐性メカニズムを明らかにするために，Saccharomyces cerevisiae において P. pastoris SMR-94
と同様に「SeMet かつセレン酸耐性」を示す SRY5-7 と「SeMet 耐性及びセレン酸感受性」を示す SRY5-3
を取得した。マイクロアレイ解析により SRY5-7 の硫酸固定に関わる遺伝子群の発現量は SRY5-3 に比べ低
下していたが，野生株に比べて有為に上昇していた。また SRY5-7 の SeMet 耐性は硫酸固定に関わる遺伝子
を破壊することで失われたことから，硫酸固定反応に依存して SRY5-7 は SeMet 耐性を獲得していることが
明らかとなった。遺伝学的解析により SRY5-3 は既存の報告と同様に SAM1 に，SRY5-7 は高親和性 Met 透
過酵素をコードする MUP1 に，それぞれ単一の劣性変異を有することが明らかとなった。Mup1 変異酵素の
Met 透過速度は野生株のものに比べて 2 割程度まで低下していたが，SRY5-7 に取り込まれる細胞外 Met の
量は野生株と変わらなかったことから，SRY5-7 は他のアミノ酸透過酵素により細胞外の Met を取り込むこ
とが確認された。以上の結果から，本研究で開発されたスクリーニング法は SeMet を細胞内に取り込む能
力を有し，かつ硫酸固定反応系が過剰に亢進していない SeMet 耐性株の取得に有効であることが確認された。
審　査　の　結　果　の　要　旨
本研究において，喜多島氏はまず酵母特異的な N- 結合型糖鎖の形成に必須な Och lp の基質認識を詳細に
解析し基質認識に関する新たな知見を得た。その知見を構造生物学的に明らかにするために必要な SeMet
化タンパク質の発現に適した酵母変異株を創出した。その解析を通じて得られた結果は Met 透過酵素の変
異が硫酸固定反応系の緩やかな亢進を引き起こすことで，結晶構造解析に対応した SeMet 化タンパク質の
生産が可能となったことを示すもので，構造生物学分野において重要なツールとなる SeMet 化タンパク質
発現酵母の開発に成功したといえる。これにより糖転移酵素のみならず，大腸菌では発現が困難なタンパク
質の立体構造解析がより加速されることが期待され，本研究は非常に価値あるものと結論できる。
よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
